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(57) Abstract 

Mucop oly saccharides biologically active and more specific than heparin, particularly with respect to the blood factor Xa. 
These mucop oly saccharides may be obtained by partial depolymerisation, under heparin conditions by the action of a chemical 
agent such as nitrous acid. The conditions implemented allow the preparation of mucopolysaccharides having a USP titre lower 
than that of the starting heparin and a Yin-Wessler titre at least equal to that of said heparin. These products may be used, particu- 
larly as antithrombotic drugs. 

(57)Abreg6 

L'invention vise des mucopolysaccharides biologiquement actifc plus sp^dfiques que rheparine, notamment, vis-a-vis 
du facteur Xa du sang. Ces mucopolysaccharides peuvent etre obtenus par depolymerisation partielle, dans des conditions me- 
nagdes, d'heparine par action d'un agent chimique tel que l'acide nitreux Les conditions mises en oeuvre permettent d'obtenir 
des mucop orysaccharides poss6dant un titre USP plus feible que celui de l*heparine de depart et un titre Yin-Wessler au moms 
egal a celui de cette heparine. Ces produits sont uulisables, notamment en tant que medicaments antithrombotiques. 
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• "Mucopolysaccharides nosspHanh r\es nrooriptns hi oloqimies, 
V . leur preparation et leur application en tant que medica- 
ments " 

L' invention est relative k des compositions mucopo- 
lysaccharidiques possedant des proprietes biologiques leur 
5 permettant notamment de controler de maniere hautement spe- 
cif ique certaines etapes de la coagulation sanguine. Elle 
concerne egalement leur preparation et leur application en 
tant que principe actif de medicament • 

L ' invention concerne plus particulierement des 
10 compositions de mucopolysaccharides (produits designes 

ci-apres par 1 ' abreviation MPS) possedant une activite plus 
selective que l'heparine, a savoir, vis-a-vis du facteur X 
active, ou facteur Xa, du sang, et par la une activite anti- 
thrombotique puissante sans entralner de risques hemor- 
15 ragiques pour le patient. 

La recherche de voies d'acces a des produits 
du type evoque ci-dessus, de mise en oeuvre aisee et a 
rendement eleve, a amene les inventeurs a etudier plus 
specialement la depolymerisation de l'heparine par voie 
20 chimique. 

On notera que le terme heparine est utilise dans la 
description et les revendications dans son sens le plus 
large, pour designer indiff eremment une preparation d* he- 
parine commerciale de qualite pharmaceutique ou une heparine 
25 brute telle qu'obtenue par extraction a partir de materiaux 
biologiques, en particulier de tissus de mammiferes. 

On sait que l'heparine exerce son activite anti- 
coagulante en potentialisant I'effet inhibiteur de l'anti- 
thrombine III (AT III) , qui est une proteine du plasma, 
30 vis-a-vis des cascades de reactions enzymatiques mises en 
jeu au cours de la coagulation. 

Etant donne que l'heparine est capable de deprimer 
simultanement un grand nombre de facteurs de la coagula- 
tion intervenant dans la creation et le maintien des diffe- 
35 rentes formes d' hyper coagulability, son activite n'apparait 
pas specif ique mais globale. 

Si cette activite anticoagulante s'avere precieuse, 

( OMPI 
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elle rend toutefois delicat le reequilibrage du systeme 
coagulation-fibrinolyse chez les patients en traitement 
et ce, en raison du caractere global de son action- II 
s'ensuit que? 1 ' administration (dans le but de prevenir les 
5 risques d 'hyper coagulation, par exemple 1* apparition de 
thromboses postchirurgicales) , de doses trop elevees de 
medicament anticoagulant, ou 1 ' insuf f isante selectivity 
de ce medicament, peut finalement etre a l'origine d'hemor- 
ragies graves. 

10 Les inventeurs ont alors recherche des compositions 

de MPS comportant des chaines de MPS derivees de celles de 
l'heparine, mais plus satisf aisantes que les chaines d'he- 
paririe au regard de leurs proprietes biologiques. 

L* etude approfondie de conditions variees de depoly- 

15 mdrisation de l'heparine a amene les inventeurs a consta- 

ter qu'il est possible, en operant dans certaines conditions 
menagees, de depolymeriser partiellement les chaines d'he- 
parine jusqu'a un degre correspondant a l'obtention d'une 
composition de MPS possedant de precieuses proprietes anti- 

20 thrombotiques . Ces MPS sont capables d'inhiber le facteur 
Xa selon un degre de selectivite plus eleve que l'heparine 
alors que leur activite anticoagulante globale est plus 
faible que celle de l'heparine. lis presentent en consequence 
un rapport avantageux de leur titre Yin-Wessler et de leur 

25 titre USP. 

On rappelle que 1* activite Yin-Wessler est plus specia- 
lement representative de 1 ' aptitude des produits actif s 
a potentialiser 1' inhibition du facteur Xa du sang par 
I'AT III dans le test correspondant et le titre USP du pou- 

30 voir des produits actifs a inhiber la coagulation totale 
du sang ou du plasma. 

Le titre Yin-Wessler est mesure selon la methode 
decrite par ces auteurs dans J. Lab. Clin. Med. 1976, 81 , 
298 a 300 et le titre USP selon la methode decrite dans 

35 "Pharmacopea of the United States of America", pages 229 
et 230 (voir egalement le deuxieme supplement USP-NH,page 
62 et le quatrieme supplement USP, page 90, intitule respec- 
tivement "Drug substances" et "Dosage forms"). 
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L* invention a done pour but de fournir de nouvelles 
compositions de MPS a activite anti-Xa elev^e et presen- 
tant a I'egard du facteur Xa une selectivity remarquable 
dans le cadre des reactions enzymatiques successives qui ca- 
5 racterisent le processus de coagulation. 

Elle vise £galement a fournir un procede de prepara- 
tion's produits du type, en question a partir d'heparine, 
de mise en oeuvre aisee pour une exploitation industrielle 
et permettant 1 ' obtention de rendements eleves • 

10 L 1 invention a, en outre, pour but de fournir des 

principes actifs de medicaments et les medicaments eux-memes 
capables notamment d'inhiber le facteur Xa selon un degre 
de selectivity 41eve alors que leur activite sur la coagu- 
lation globale peut etre maintenue a un niveau tres f aible . 

15 Les compositions' de MPS selon 1* invention sont sus- 

ceptibles d'etre obtenues k partir de l'heparine ou de 
fractions comportant des constituants hepariniques de poids 
moleculaires s'etageant notamment d' environ 2000' a 50 0OO 
tels qu'obtenus par extraction a partir de tissus de mammi- 

20 feres. 

Ces compositions sont caracterisees notamment par les 
points suivants : elles sont solubles dans un milieu hydro- 
alcoolique (eau-ethanol) ayant un titre de 55-62° GL, elles 
tendent vers 1 1 insolubilite dans un milieu - eau-ethanol 
25 ayant une teneur en alcool plus elevee et elles sont inso- 
lubles dans l'alcool pur. Elles presentent des titres Y-W 
et USP respectivement dans un rapport egal au moins a 2, 
notamment d'au moins 3# avantageusement super ieur a 6, voire 
a 10. Les rapports YW/APTT cant equivalents, mare encore plus faibles. 

30 Les compositions selon la presente invention sont 

plus parti culierement caracterisees encore par le fait 
qu' elles comportent des chalnes de MPS a motifs terminaux 
possedant la structure de base 2, 5-anhydro-D-manno dont 
la fonction alcool primaire en 6 est substitute- ou non 

35 par un groupe -SO^. 

Ce motif terminal est caracterise par la fofmule 
genera le suivante : 
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CH 2 OR 2 



- 0 



/on 



ou R 1 represente un groupement fonctionnel choisi notam- 
ment parmi des groupements aldehyde, alcool ou acide 
carboxylique ou leurs derives, notamment les acetals, amides, 
ethers, esters ou sels correspondants et 
5 R 2 un atome d'hydrogene ou un groupe SO~- 

Dans un aspect avantageux de l 1 invention est 
constitue par un groupe aldehyde, acide carboxylique ou 
alcool. 

Des compositions pref erees selon 1 1 invention sont 
10 caracterisees par des rapports YW/USP de l'ordre de 10 ou 
superieurs, avec une activite Yin-Wessler superieure k 
200 ui/mg, ou avantageusement superieure k 250 ui/mg. 

De preference encore, les produits selon l 1 inven- 
tion sont constitues par une majeure parti e d'especes de 
15 poids moleculaire de 2.000 a fl.OOO daltons environ ce qui 

correspond k des structures ayant de 8 a 4o entites saccha- 
ridiques. 

Ces produits peuvent etre obtenus par depolymeri- 
satibn de I'heparine selon le procede defini ci-apres. 

20 A cet effet, on soumet de I'heparine ayant des 

chalnes d'un poids moleculaire de l'ordre de 2.000 k 50.000 
a 1* action menagee d'un agent chimique capable de dfipolyme-* 
riser ou fragmenter les chalnes hepariniques , notamment k 
1' action menagee de 1* acide nitreux, cette reaction etant 

25 effectuee dans des conditions ajustees les unes aux autres 

afin de permettre I'obtention d'une depolymerisation par- 

tielle du materiau h^parinique de depart jusqu'a l'obten- 

tion d'un melange forme en majeure partie de produits ayant 

des titres Yin-Wessler et USP dans un rapport superieur a 2, 

30 notamment d'au moins 3, avantageusement superieur a 6, voire 
a 10. 
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-.une activite anti-Xa (Yin-Wessler) de l'ordre d'au moins 
200 ui/mg,et comportant des ■ groupes reducteurs terminaux 
de structure 2, 5-anhydro-D-mannose : 



CH^OH 



5 




Ces groupes terminaux resultent de 1' action de 
l'acide nitreux au niveau des motifs N-sulfate-glucosa- 
mine de l'heparine. 

La depolymerisation de l'heparine peut etre egal'emenfc 
10 avantageusement conduite de maniere a obtenir une compo- 
sition formee d'especes moleculaires dont la majeure par- 
tie, avantageusement plus de 80S5 en poids, par rapport a 
l'heparine initiale, est soluble dans un milieu hydro- 
alcoolique (eau-ethanol) ayant un titre de 55-62° GL, de 
15 preference de l'ordre de 58°GL. Les conditions de depoly- 
merisation peuvent fctre egalement ajustees par rapport 
au poids moleculaire de la majeure partie des especes presen- 
tes dans le melange de depolymerisation. Ces conditions seront 
alors fixees afin d* obtenir une majorite d'especes de 
20 poids moleculaire d" environ 2000 a SOOO daltons (notamment 
de 3000 a 5000 daltons) , ce qui correspond a des structures 
formees de 8 3 Jo motifs saccharidiques. 

Lorsque le degre de depolymerisation souhaite 
est atteint, on separe du melange de depolymerisation 
25 les MPS qui sont precipitables par un solvant alcoolique et 
on les recupere. 

D'une maniere avantageuse, il s'agit de MPS qui 
constituent en quelque sorte une heparine "amelioree" - lis 
possedent, en effet, de precieuses proprietes biologiques, 
30 en particulier un titre USP plus faible que celui de l'hepari- 
ne de depart alors que 1' activite Yin-Wessler initiale pre- 
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sente dans 1* heparine est conservee, sinon augmentee. 

En outre, d'une maniere avantageuse, le precede 
de 1* invention peut etre mis en oeuvre avec une heparine de 
qualite pharmaceutique , telle que disponible dans le 
5 commerce, cette heparine etant formee d'une majorite d'es- 
peces qui sont insolubles dans un milieu hydro-alcoolique 
ayant un titre de 55-61°GL, de preference de 58°GL. 

En effectuant la depolymerisation partielle comme 
indique ci-dessus, on recouvre des chalnes hepariniques 

10 possedant des propriet^s biologiques plus selectives. D'une 
maniere generale, cette recuperation de chalnes actives 
s'effectue avec des rendements eleves, jusqu'a 80% ou plus 
par rapport a la quantite d* heparine traitee- 

Ce melange de chalnes actives peut etre utilise 

15 tel quel, apres avoir subi, compte-tenu des applications the- 
rapeutiques envisagees, des operations de purification clas- 
siques telles que la dialyse, la mise en contact avec des 
resines echangeuses d'ions, en particulier des operations de 
chromatographic . 

20 Selon une disposition supplementaire, avantageu- 

sement mise en oeuvre afin de disposer d'un melange de MPS 
possedant des groupements terminaux de plus grande stabi- 
lity, on souroet le melange precedemment obtenu a un traite- 
ment permettant la transformation du groupe aldehyde en un 

25 groupement fonctionnel plus stable, notamment en un groupe- 
ment acide ou alcool. 

Dans un mode prefere.de realisation du procede 
de 1' invention, on met avantageusement en oeuvre comme ma- 
tiere premiere une heparine possedant un poids moleculaire 

30 de 2000 a 50 OOO environ. 

II peut s'agir d'une heparine de qualite pharmaceu- 
tique classique, injectable, ou d'une heparine brute telle 
qu'elle est obtenue a l 1 issue des operations d* extraction 
de ceprincipe actif a partir de tissus ou d'organes de mammi- 

35 feres, notamment de mucus d'intestins ou de poumons, par 

exemple, de pore ou de boeuf . Elle peut encore etre consti- 
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tuee par les produits qui sont normalement ecartes lors 
de la purification d'une heparine en vue de I'obtention 
d'une heparine de qualite injectable et d'activite spe- 
cifique plus elevee. 
5 L* heparine mise en oeuvre est soumise k 1' action 

d'un agent chimique capable, dans les conditions menagees 
utiliseeSfde depolymeriser partiellement 1 'heparine en 
conduisant a des chalnes biologiquement actives telles 
qu'evoquees ci-dessus. 
lO On a plus specialement recours a 1* acide nitreux 

HNOj. Cet acide agit au niveau des motifs N-sulfate-glu- 
cosamine de 1 'heparine et les transforme en groupements 
de structure 2 r 5-anhydro-D-mannose. Avantageusement, on 
produit 1' acide nitreux in situ par addition, selon des 
15 quantites controlees, d'un acide a un dnrive del' acide ni- 
treux, en particulier a un sel ou un ether-sel .Dans un mo- 
de de realisation avantageux ' de 1 ' invention, on utilise un 
sel alcalin ou alcalino-terreux, plus particulierenient le nitrite de 
sodium NaNC^- Pour engendrer in situ 1 ' acide nitreux, on 
20 ajoute des quantites controlees d'un acide comportant, de 
preference,, des anions physiologiquement compatibles, tel 
que 1' acide acetique ou encore 1' acide chlorhydrique . 

L' action de 1' acide nitreux sur 1' heparine est 
avantageusement effectuee en milieu aqueux. 
25 La mise en oeuvre de ces dispositions presente un 

interet tout particulier au regard des applications bio- 
logiques envisagees. 

Le milieu aqueux dans lequel onrealise la depoly- 
merisation constitue, en effet, un milieu physiologiquement 
30 acceptable, ce qui permet d'eviter tout probleme concernant 
1' elimination d'un solvant nuisible pour lesdites applications. En outre, 
le sel qui se forme dans le milieu lors de la production 
d' acide nitreux est un sel hydrosoluble, a savoir, du 
chlorure de sodium, dont la presence n'apparalt pas non 
35 plus genante. Les etapes de purification ulterieure du 

melange de depoly.n^risatioa evoquees ci-dessus s'en trouvent 
<ionc facilities, aucun compose ou espece organique n'etant 
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introduit dans le milieu reactionnel: 

Les divers parametres qui interviennent lors d'une 
reaction chimique, en particulier les concentrations en 
reactifs, la duree, la temperature et le pH, sont ajustes 
5 les uns aux autres afin d'obtenir les produits desires dans 
des conditions experimentales les plus satisf aisantes. 

On saiti a cet egard, combien ces differents para- 
metres sont generalement etroitement lies. 

II est clair que la modification d'un de ces 
10 facteurs peut entrainer un ajustement d'un ou de plusieurs 
autres facteurs en consequence. 

L' etude de ces conditions experimentales par la 
demanderesse a montre qu'il est avantageux de mettre en 
oeuvre les reactifs selon des quantites conduisant a une 
15 concentration finale en heparine de l'ordre de 1 a 10 g de 
preference, de 1,5 a 5 g, notaniment. voisine de 2 g pour 
100 ml de milieu reactionnel, la concentration finale en 
-nitrite de sodium pouvant varier de 0,02 M a 0,1 M environ 
et etant de preference de l'ordre de 0,05 M. L'acide 
20 chlorhydrique est utilise en quantite .suf f isante pour l'ob- 
tention d'un pH du milieu reactionnel de l'ordre de 2 a 3, 
avantageusement de 2,2 a 2,7 de preference de 2,5. 

En operant a une temperature de l'ordre de O a 
10°C, de preference de l'ordre de 4°C, on laisse reagir pen- 
25 *dant. une duree suf f isante pour l'obtention du degre de 

depolymerisation souhaite. A titre indicatif, une incuba- 
tion de lO mn environ est apparue suf f isante quand on 
opere a 4°C. 

2q On interrompt alors 1 1 operation de depolymerisa- 

tion. 

A cet effet, on a recours avantageusement k une 
augmentation du pH du milieu. 

L* addition d'un agent alcalin, par exemple, de 
35 soude, en quantite suf f isante pour obtenir un pH au moins 
neutre ou legerement alcalin, permet 1* interruption sou- 
haitee de la reaction de depolymerisation. 
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On separe ensuite les mucopolysaccharides qui pre- 
cipitent avec un solvant alcoolique. 

L' utilisation d'ethanol absolu, a raison d' environ 
5 volumes, peririet d'obtenir la separation souhaitee. 
5 Le precipite est recupere et, en vue de son 

utilisation, lave et seche. 

Par.mise en oeuvre des dispositions indiquees 
ci-dessus, on isole des MPS possedant des titres YW/USP 
dans un rapport de l'ordre de lo/l, avec un titre en 
10 activite Yin-Wessler superieur a 200 ui/mg, et ce, a partir 
d'heparine de depart ayant des rapports YW/USP de l'ordre 
de 1. 

Selon une disposition supplementaire, on transforme 
les fonctions aldehyde des groupes terminaux reducteurs 

15 en groupements fonctionnels plus stables tels que des 
groupements fonctionnels plus stables tels que des 
groupements alcool ou acide , ce qui conduit a des chai- 
nes de MPS terminees pour la plupart par des motifs de 
structure 2, 5-anhydro-D-mannitol ou acide 2,5-anhy- 

20 dro-D-mannonique . 

Pour transformer les groupes terminaux 2,5-anhydro- 
D-mannose, en groupes 2,5 anhydro-D-mannitol, on soumet 
les produits precedemment recueillis du precipite a 
1* action d'un agent reducteur en mettant en oeuvre les con- 

25 ditions permettant d'obtenir au moins en partie la trans- 
formation souhaitee. 

L 1 agent reducteur est choisi parmi ceux utilises 
habituellement pour la transformation des groupes al- 
dehyde en groupes alcool. Parmi ces agents, il apparalt 

30 avantageux de mettre en oeuvre un borohydrure metallique. 

On realise avantageusement la reaction en milieu 
aqueux en presence de borohydrure de sodium ou de potassium 
durant plusieurs heures. 

En operant a temperature ambiante, de preference 

35 sous agitation, il apparalt suffisant de laisser le melan- 
ge reagir durant environ 4 heures. On observe une aug- 
mentation du pH du milieu reactionnel. Ce pH oeut 

/ OMP* 
/. vi?o .^v 
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atteindre une valeur de l'ordre de 10 dans le cas de 

1- utilisation de Na BH^ ou 1 ' on observe une liberation de 

soude. 

Afin de detruire le borohydrure qui n'a pas reagi, 
5 on abaisse le pH par addition d'acide. 

Dans le cas particulier considered, il apparalt 
avantageux d'abaisser le pH a 4 par addition, par exemple, 

d'acide acetique. 

On reajuste ensuite le pH k une valeur voisine 

lO de la neutrality en particulier de l'ordre de 7,5 

par addition d'un agent alcalin, par exemple, de soude. 

On recupere du milieu reactionnel ceux des produits 
qui peuvent etre pr4cipites par de 1'alcool et 1-on recu- 
pere le precipite forme qui renferme les produits recher- 

15 ches dans lesquels la terminaison de structure 2,5-anhydro- 
D-mannose a ete transformee en structure 2, 5-anhydro-D- 
mannitol . 

La precipitation en question peut etre effectuee par 
addition d'alcool ethylique absolu, avantageusement, a 

20 raison de 5 volumes. 

Pourisoler les produits reduits recherches, on 
procede avantageusement a une centrif ugation et l'on 
recueille le culot de centrif ugation qui est ensuite, si on 
le desire, lave et seche. 

25. ... L'etude des MPS ainsi obtenus montre qu'ils possedent 
dps Htres YW/USP dans un rapport de l'ordre de lO 
ou superieur, avec des titres en activite Yin-Wessler 
superieurs a 200 ui/mg, avantageusement superieurs a 
250 ui/mg. 

30 Selon une variante, on transforme les groupes 

2,5-anhydro-D-mannose en groupes acide 2, 5-anhydro-D- 
mannonique. 

On fait vreagir dans les conditions necessaires 
pour obtenir la transformation souhaitee les produits 
35 comportant les groupes terminaux 2,5-anhydro-D-mannose 
'avec un agent oxydant choisi parmi ceux habit uellement 
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utilises pour -la transformation des groupes aldehyde en - 
groupes acide carboxylique, en particulier les perman- 
ganates . 

La reaction est avantageusement realisee en milieu 
5 aqueux a un pH superieur a la neutralite. 

L'oxydation des groupements aldehyde- en groupe- 
ments acide entralne une chute du pH qu'il est avanta- 
geux d'ajuster constamment au cours de la reaction - 

En operant a la temperature ambiante, on obtient 
10 au bout de 15 heures environ l'oxydation souhaitee. On 

recupere'du melange reactionnel les produits qui precipi- 
tent avec un solvant alcoolique. 

Le precipite est ensuite avantageusement lave et 

seche. 

15 II est entendu que les indications de poids mole- 

culaires qui precedent (et qui suivent, notamment dans les 
exemples) decoulent des mesures de temps de retention de 
solutions ayant une teneur determinee de matiere etudiee, 
dans des experiences de gel-permeation a travers une 

2o colonne de gel, dans des conditions d'elution egalement 
determinees, les logarithmes de ces indications de 
poids moleculaire etant dans la mime relation de 
proportionnalite vis-a-vis des temps de retention mesu- 
res susdits, que le sont ceux des poids moleculaires de 

25 4000, 6500, 16000 et 31 OOO respect ivement, de polys- 

tyrene-sulf onates de sodium etalons, notamment ceux com- 
mercialises par la societe dite CHROMPACK (Orsay-les-Ulis, 
France) , vis-a-vis de leur temnn de retention respec- 

tifs, mesures dans un systeme et sous des conditions de 
^ gel -permeation identiques- 

Dans la mesure ou les produits traites quels 
que soit le degre de purification atteint, se trouvent a 
I'etat de sels d'un metal physiologiquement acceptable, 
tel que le sodium, ils peuvent ensuite etre transformed 
35 en des sels mixtes ou simples contenant un autre metal 
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physiologiquement acceptable, tel que le calcium, par 
tout procede applicable aux sels d'heparine. Avantageuse- 
ment, on pourra avoir recours au procede decrit dans le 
brevet francais No 73 13580 depose le 13 avril 1973 au 
5 nom de la demanderesse. On rappelle que ce procede con- 
siste essentiellement, partant par exemple d'un sel de 
sodium d'heparine, a mettre celui-ci en contact avec un 
sel different d'un autre metal physiologiquement acceptable, 
par exemple, le chlorure de calcium, au sein d'une solu- 
10 tion, a proceder ensuite a la separation des ions metal- 
liques ncn lies a l'heparine (par exemple, par precipi- 
tation alcoolique ou dialyse) et, dans la mesure ou le 
taux de substitution atteint n'est pas suffisant, a 
remettre en contact, au sein d'une solution, le sel mixte 
15 d'heparine obtenu au terme du premier contact, avec 

une nouvelle dose de 1' autre sel, notamment du chlorure 
de calcium, selon le taux de substitution final desire. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' in- 
vention apparaltrqnt dans la description CT ui suit : 

20 EXEMPLE 1 " ^polymerisation partielle de l*heparine et 

obtention d'un melange de MPS possedant des activates Yin- 
Wessler d'au moins 240 ui/mg,un rapport de leur titre Y>; a 
leur titr<* U.«sp d'au moins 14 et r*es groupes r^^ucteurs ter- 
minaux ayant la structure du 2, 5-anhydro-D-mannose, a savoir : 



25 



30 



f OII 



M. 



- 0 

CHO 



le grouno Wroxyle nrinaire en * pouvant etre diversement 
substitue notamment par un groupe so". 

On soumet avantageusement une matiere premiere hepa- 
rinique a X- action menagee de HN0 2 en procedant comme suit. 

On dissout 60 g d'heparine commerciale ayant un 
rapport YW/USP voisin de 1 et un titre USP de 160 ui/mg dans 
3 1 d'eau distillee a + 4°C. 
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On ajoute du nitrite de sodium NaNO^ en quantite 
suffisante pour avoir une solution 0,OSM, .soit 10,35 g 
puis, on ajuste le pH a 2,5 a l'aide d'acide chlorhydri- 
que pur et on agite .a +4°C pendant 10 mn. On ajuste alors 
5 le pH a 7,5 a l'aide de soude 5N. 

Par addition de 5 volumes d'ethanol pur (soit 
15 500 ml), on precipite les produits de la reaction. On 
recupere par centrif ugation le precipite forme. On le lave 
avec de I'ethanol et on le seche a 60°c sous vide profond. 
10 On recueille 60 g de produit presentant les caracteristi- 
ques suivantes : 

titre USP : 17 ul/mg 

titre YW : 240 ul/mg 

titre AP TT * : 12 ul/mg 

15 * abreviation des termes anglais 'activated partial 

thrombosplastin time" (equivalent du Temps de Cephaline 
Kaolin - Caen J. et al- L' hemostase, edit. Expansion 
Scientifique ( 1976-169-170) 

Dans un autre essai, on precede comme indique 
2o ci-dessus mais on utilise comme matiere de depart un 
autre lot d'heparine titrant 165 ui/mg en unites USF 
et presentant un rapport YW/USF de l'ordre de 1. 

On en dissout 3 g dans 150 ml d'eau distillee, 
a +4°C, 517 mg de Ka N0 2 , etant ensuite ajoutes au milieu 
25 reactionnel. 

A 1' issue du traitement realise comme precedemment 
decrit, on recupere 2,8 g de produit ayant un titre USP 
de 24 ui/mg et un titre en activite Yin Wessler de 
250 ui/mg. 

30 Selon encore un autre essai, realise dans les 

conditions definies plus haut, oh met en oeuvre SO g 
d'heparine de titre USF, 158 ui/mg avec un rapport 
YW/USP voisin de 1. 

On les dissout dans 2500 ml d'eau distillee et a 
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+4°C on ajoute 8,625 g de NaN0 2 . A 1* issue du traitement 

on recupere 46 g de produit possedant les caracteristi- 

ques suivantes : 

titre USP 13 ui/mg 

5 titre en activite 

y & w 270 ui/mg 

titre APTT 7 ui/mg 

EXEMPLE II - Depolymerisation partielle de l'heparine et 
obtention d'un melange de MPS possedant des 
1 0 activites Yin-Wessler de 250 ui/mg un rapport 

de leur titre YW a. USP de 15 et des groupes 
terminaux ayant la structure du 2,5 anhydro-D- 
mannitol, a savoir : 

CH 2 0H 




CH 2 0H 

15 l'alcool primaire en 6 pouvant etre substitue comme evo- 
que ci-dessus. 

On dissout 47 g du produit obtenu dans l'exemple I 
dans 1200 ml d'eau distillee a temperature ambiante. Sous 
forte agitation," on ajoute 7 g de borohydrure de potassium 
20 KBH 4 . Cette agitation est maintenue 2 heures a tempera- 
ture ambiante puis on ajoute de l'acide acetique au 
milieu reactionnel afin d'abaisser le pH a 4,0 et de 
detruire ainsi le KBH^ qui n*a pas ete consomme. 

On soumet le milieu a agitation pendant 30 mn, 
25 puis on ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 5N. 

On ajoute 5 volumes d*alcool au milieu reactionnel. 
Le precipite forme est recueilli, essore, lave avec 
de l'ethanol pur et seche sous vide a 60°C. 

On recupere 46,5 g de produit presentant les carac- 
30 teristiques suivantes : 

titre USP 17 ui/mg 

titre en activite 

Y & W 250 ui/mg 
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titre APTT 



11 ui/mg 



10 



15 



20 



25 



EXEMPLE III - Depolymerisation partielle de l'heparine 



et obtention d'un melange de MPS possedant 
des activites Yin-Wessler de 270 ui/mg, un 
rapport de leur titre YW a leur titre USP de 
22 et des groupes terminaux ayant la structure 
du 2,5 anhydro-D-mannitol , a savoir 



le groupement hydroxyle primaire en 6 pouvant etre subs- 
titue comme deja indique. 

On dissout 40*g du produit obtenu selon. le dernier 
essai rapporte dans l'exemple I dans 400 ml d'eau dis- 
tillee, a temperature ambiante. 

On ajuste le pH a 8,5 avec de la soude 5N puis on 
ajoute 2 g de permanganate de potassium KMnO^ dissous 
dans 40 ml d'eau. 

On soumet le melange reactionnel a une forte agita- 
tion pendant 15 heures. Durant cette agitation, on ajuste 
constamment le pH du melange k 8,5 avec de la soude 5N. 

Au bout de 15 heures, on ajoute 0,2 volume d'alcool 
(90 ml) pour achever de reduire le KMnO^ qui n*a pas reagi. 

On laisse le melange reactionnel au repos durant 
1 heure. On elimine par centrif ugation le precipite de 
Mn© 2 forme. Par precipitation avec de I'ethanol, on 
recupere les produits de la reaction, on les lave et on 
les seche. On xecueille ainsi 35 g de produit possedant les 
caracteristiques suivantes : 

titre USP =12 ui / mg 

titre en activite Y & W = 270 ui/ mg 

titre APTT ^ 8 ui/mg - 



CM, OH 




COOH 
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Les produits obtenus selon 1 ! invention peuvent etre 
utilises sous toutes les formes de sels therapeutiquement 
utiles, notamment de metaux physiologiquement acceptables 
(sels de sodium, calcium, magnesium ou sels mixtes) . On 
5 passe eventuellement de l'un k 1' autre par le precede 

decrit dans la demande de brevet FR 73 13 580 deposee le . 
13 avril 1973, au nom de.' la demanderesse. 

L 1 etude pharmacolbgique des produits de 1' inven- 
tion a montre qu'ils possedent une action nettement" plus 

lO selective, notamment au niveau de 1 1 inhibition du facteur 
Xa, que celle de l'heparine. 

De plus, ils presentent' 1'avantage de ne pas 
provoquer d'agregation plaquettaire avec le sang de patients 
sur lesquels l'heparine provoque nne telle reaction. 

15 A tltre indicatif , on rapporte ci-aprss les 

resultats obtenus en testant les produits de 1* invention 
dans differents systemes. 

1) On a etudie in vitro, sur sang humain,leur acti- 
vity vis-a-vis des plaquettes- . On a arnsi constate qu'a 

20 des doses equivalentes a celles de l'heparine, ces pro- 
duits avaient l'avantage de ne pas provoquer d'agregation 
plaquettaire du sang de patients pour lesquels l'heparine 
provoquait une telle reaction . 

2) Le temps de saignement chez des animaux trai- 
25 tes par des MPS conformes a 1' invention a ete compare k 

celui obtenu avec de l'heparine. 

A cet effet, on a effectue une blessure sur 
1* abdomen d'un rat prealablement anesthesie et rase. La 
coupure a ete effectuee par arrachage d'un lambeau de 

30 peauque l*on a recouvert d'une gaze pendant - 10 mn. Apres 
extraction du sang avec de I'eau distillee, on a mesure' 
la quantite d ' hemoglobine par une methode spectrophoto- 
metrique. On a exprirae les resultats en pourcentage par 
rapport k la quantite d 'hemoglobine extraite pour un 

35 animal ayant recu un placebo- 
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En administrarit 5 a 10 mg/kg des produits selon 
1' invention, la quantity d' hemoglobine recueillie a ete 
de 130% de celle du placebo, alros que pour des doses 
d'heparine de 1,2 et 4 mg/kg, on a obtenu des pourcentages 
5 de 170, 180 et 325% respectivement . 

3) On a enfin etudie 1* activite antithrombotique 
in vivo chez le lapin, selon le modele de Wessler : on a 

administre au lapin 20 u/kg de complexe de prothrombin e 
concentree (Konyne de Laboratoire Cutter), puis 0,5 ml de 
lO ' venin de vipere Russel pour provoquer la formation de 

thrombine. L'effet des produits selon 1' invention a 4t4 
etudie, comparativement a 1 'heparin^ lorsqu'on-'les administre 
15 mn avant 1' injection des produits thrombogenes. Les 
resultats obtenus sont les suivants t 

15 DOSE HEPARINE PRODUITS DE L" INVENTION 

50O u.Y & w/Vg- protection totale protection tot ale 

250 u.Y & W/kg protection totale protection totale 

125 u.Y & WAg protection partielle protection partielle 

62,5 u.YWAg - pas de protection faible protection 

20 

On constate done au vu des resultats de ces 
essais que les produits de 1* invention possedent une 
activite antithrombotique au moins equivalente.a celle 
de l'heparine et avantageusement exercent une reaction 

25 moindre vis-a-vis des plaquettes et permettent de re- 

duire le temps de saignement. Ces resultats mettent done 
en evidence que les produits de 1* invention exercent une 
action tres faible sur 1' activite anticoagulante globale 
mais sont doues d ' une activite antithrombotique de grand 

30 inter et. 
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Avantageusement, les produits de 1 1 invention sont 
depourvus de toxicite. 

L' administration de 10 OOO u/lcg (titre Yin- 
Wessler) , par exemple, des produits conformes k l 1 exemple 1 
5 ne provoque chez le lapin aucune reaction toxique, ni d'ef- 
fet pyrogenique dans letest. de pyrogenicite chez le lapin 
conforme a la pharmacopee francaise. 

L' invention est done relative a des preparations 
pharmaceutiques qui renferment lesdites compositions de 
0 MPS ayant notamment- une activity d*au moins 200 ui/mg, et 
un rapport Yw/USP superieur a 6. 

Elle est plus particulierement relative a des 
preparations pharmaceutiques depourvues de substances pyro- 
geniques lorsque necessaire et contenant une quantite 
5 efficace de principes actifs en association avec des 
excipients pharmaceutiques. 

En particulier, elle concerne les compositions 
dans lesquelles le vehicule pharmaceutique est approprie 
pour 1 'administration par voie orale- Des formes d'aarninis-- 
3 tration de I 1 invention appropriees pour 1 1 administration 
par voie orale peuvent etre avantageusement des gelules 
gastroresistantes, des comprimes ou tablettes ou des pilules. 

D'autres compositions pharmaceutiques comprennent 
ces compositions de MPS en association avec les excipients 
5 appropries pour 1* administration par voie rectale. Des 
formes d* administration correspondantes sont constitutes 
par des suppositoires . 
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D'autres formes d 1 administration sont constitutes 
par des aerosols ou des pommades. 

L' invention concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques injectables steriles ou sterilisables. ^ 
Ces solutions renferment avantageusement 1000 a 
10O 000 u (Yin-Wessler)/ml de produits de 1- invention, de 
preference de 5000 a 50 OOO, par exemple de 25 OOO u/nil. 
lorsque ces solutions sont destinees k 1' injection par voie 
sous-cutanee. Elles peuvent contenir, par exemple, de SOO 
10 a 10 000, notamment 5000 u/ml de- compositions de MPS 

lorsqu' elles sont destinees a 1' injection par voie intra- 
veineuse ou par perfusion. 

Avantageusement, de telles preparations pharma- 
ceutiques sont presentees sous la forme de seringue non 
15 recuperables, pretes a l'emploi. 

L' invention concerne egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdites compositions de MPS en 
association avec u n autre principe actif, utilisable en 
particulier pour la prophylaxie et le traitement de throm- 
bose! tel qu'un agent veinotonique comme la dihydroergo- 
tamine, un sel d'acide nicotinique ou un agent thromboly- 
tique comme 1 ' urokinase - 

Les compositions pharmaceutiques de 1' invention 
sont particulierement adaptees pour le controle {preventif 
ou curatif) de certaines etapes de la coagulation du sang 
chez l'homme ou 1* animal, notamment dans le cas ou le patient 
est soumis a' des risques d ' hypercoagulability resultant 
notamment de la liberation par l'organisme de thromboplas- 
tines, par exemple, de thromboplastines tissulaires (ope- 
rations chirurgicales, processus atheromateux, developpement 
de tumeurs et troubles de la coagulation par des activateurs 
bacteriens ou enzymatiques, etc — )• 

Afin d'illustrer 1' invention, on indique, ci-apres . 
un exemple de posologie utilisable chez l'homme : cette 
35 posologie comprend, pa r exemple, 1 ' administration au 

patient de 10OO a 25000 u par voie sous-cutanee, deux ou 
trois fois car lour, spinn le niveau des risques d'hyper- 
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coagulability ou la condition thrombotique du- patient, 

ou de lOOO a 25000 u/24 heures par voie intraveineuse, 

en administrations discontinues a intervalles reguliers, ou 

continues par perfusion, ou encore de 1000 a 2SOOO u (trois 

5 fois par semaine) par voie intramusculaire (ces titres 

sont exprimes en unites Yin-Wessler) . Ces doses peuvent etre 
standardises ou ajustees pour chaque patient en fonction des 
resultats et des analyses de sang effectuees auparavant, la 
nature des affections dont il souffre et, d'une maniere 

10 generale, son e tat de sante. 

L' invention se rapporte egalement a 1 1 application 
des compositions definies ci-dessus, a la constitution 
de reactifs biologiques, utilisables en laboratoires no- 
tamment comrae elements de comparaison pour 1' etude d'autres 
15 substances dont on souhaite tester I'activite anticoagulante, 
notamment au niveau de 1 1 inhibition du facteur Xa. 
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l m Compositions de mucopolysaccharides, 

caracterisees par le fait qu'elles sorit solubles dans un 
milieu hydro-alcoolique (eau-ethanol) ayant un titre de 
55-61°GL, de preference de l'ordre de 58° GL, qu'elles 
5 tendent vers 1 ' insolubilite dans un milieu eau-ethanol 
ayant une teneur en alcool plus elevee, qu'elles sont 
insolubles dans 1' alcool pur, qu'elles possedent des titres 
YW et USP respectivement dans un rapport egal au moins 
a 2, notamment d'au moins 3, avantageusement superieur 

10 a 6, voire a 10, avec une activite YW superieure a 20O ui/mg, 
avantageusement superieure a 250- ui/mg, qu'elles sont cons- 
titutes par une majeure partie d'especes de poids molecu- 
laire d 1 environ 2000 a environ 6000 daltons, ce qui 
correspond a des structures ayant de 8 a $0 motifs saccha- 

15 ridiques et qu'elles comprennent des chaines de MPS a motifs 
terminaux possedant la structure de base 2, 5-anhydro-D-manno 
dont la fonction alcool primaire en 6 est substitute ou 
non pas un groupe SO^ . 

2. . compositions selon la revendication 1, carac- 

20 terisees par le fait que le motif terminal repond a la 
f ormule = 

CHJDR, 



-O 




dans laquelle R^ represente un groupement fonctionnel choisi 
notamment parmi des groupements aldehyde, alcool ou acide 
25 carboxylique ou leurs derives, notamment les acetals, amides, 
ethers, esters ou sels correspondants, et represente un 
atome d'hydrogene ou un groupe -SO^. 

3. Compositions selon la revendication 2, carac- 

terisees par le fait que R^ est un groupe aldehyde, acide 
30 carboxylique. ou alcool, ce qui correspond respectivement a 
des motifs terminaux ayant la structure de base du 
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2, 5-anhydro-D-mannose, du 2, 5-anhydro-D-mannitol et 
de l'acide 2 , 5-anhydro-D-mannonique. 

4. Procede pour l'obtention de mucopolysaccharides 

possedant un activite anti-Xa (YW) elevee et un rapport 
5 YW/USP d'au moins 2, par depolymerisation de l'h^parine 
a l'aide d'un agent chimique, caracterise par le fait 
qu'on soumet de l'heparine constitue de mucopolysaccharides 
ayant des poids moleculaires s'etageant d' environ 2000 
a 50000, a I'action menagee d'un agent de depolymeri- 

lO sation, capables de depolymeriser, ou fragmenter, les 

chalnes hepariniques,. en particulier, a I'action de l'acide 
nitreux, cette reaction etant realisee dans des conditions 
ajustees afin de permettre l'obtention d'une depolymerisa- 
tion partielle du materiau de depart conduisant a un me- 

15 lange forme en majeure partie de produits ayant des titres 
YW et USP dans un rapport superieur a 2, en particulier 
d'au moins 3, de preference superieur a 6, voire 'a 10,compor- 
tant des motifs reducteurs terminaux de structure 2, 5-anhydro- 
D-mannose 

CH o 0H 

\Jo 

20 -0^ \CH3 



et, lorsque le degre de depolymerisation est atteint, on 
separe du milieu reactionnel les produits qui sont preci- 
pi tables par un solvant organique et on les recupere. 
5. Procede selon la revendication 4, caracterise par 

25 le fait que la reaction de depolymerisation est realised 
en milieu aqueux et que l-'acide nitreux est forme in situ 
par addition de quantites control ees d'un acide k un c4rive d'un 
sel mineral de l'acide nitreux, notamment un sel alcalin 
ou alcalinoterreux. 



30 



6. Procede selon la revendication 5, caracterise en 

ce que le sel mineral de l'acide nitreux est du nitrite de 
sodium. 

OMH 
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7. Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise par le fait que 1* acide nitreux est forme in situ 
par addition au nitrite de sodium d'un acide possedant des 
anions physiologiquement acceptables, tels que 1' acide 

5 acetique et de preference l 1 acide chlorhydrique. 

8. Procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations 5 a 7, caracterise par le fait que la concentration 
finale en heparine est avantageusement de 1 a lO g, de 
preference de 1,5 a 5 g, et notamment voisine de 2 g pour 

10 100 ml de milieu reactionnel, la concentration finale en 

nitrite de sodium pouvant varier de 0,02M a O, 1M et etant de 
preference de 0,05M environ. 

9. Procede selon la revendication 7 ou 8, carac- 
terise par le fait que, pour former in situ 1' acide nitreux, 

15 on ajoute de 1 ' acide chlorhydrique, en quantite controlee 

et suf f isante. pour l'obtention d'un pH de 1 ' ordre de 2 a 3, 
avantageusement de 2,2 a 2,7 de preference de 2,5. 
10 ^ Procede selon l'une quelconque des revendications 

4 a 9, caracterise par le fait qu'on opere a une tempera- 
20 ture de 1 'ordre de 0 a 10°C, de preference de 4°C, pendant 
une duree suf f isante pour l'obtention du degre de depoly- 
merisation desire, cette duree etant d 'environ lO mn 
lorsqu'on opere a 4 6 C. 

11. Procede selon l'une quelconque des revendica- 
25 tions 4 a lO, caracterise par le fait qu'on interrompt 

la depolymerisation en augmentant le pH du milieu reaction- 
nel par addition d'un agent alcalin, jusqu'a des valeurs 
voisines de la neutralite ou legerement alcalines. 

12. Procede selon l'une quelconque des revendications 
30 4 a 11, caracterise par le fait que, pour recuperer 

les produits recherche s a groupements terminaux 2,5- 
anhydro-D-mannose, on ajoute de l'alcool au milieu reaction- 
nel, avantageusement a raison d 1 environ au'moins 5 volumes 
par rapport au volume de ce milieu, et l'on recupere le 
35 precipite forme. 

13. Procede selon l'une quelconque des revendi- 
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cations 4 a 12, caracterise par 1 * etape supplementaire 
selon laquelle on transforme les groupes terminaux de 
structure 2, 5-anhydro-D-mannose en groupes de structure 2,5- 
anhydro-D-mannitol, par reduction a l'aide d'un agent re- 
ducteur choisi parmi ceux utilises habituellement pour 
la transformation des groupes aldehyde en groupes alcool, 
en particulier par un borohydrure metallique, et I'on 
recupere les produits reduits obtenus. . 

14. Procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations 4 a 13, caracterise par 1 '.etape supplementaire selon 
laquelle on transforme les groupes terminaux de- structure 
2, 5-anhydr'o-D-mannose en groupes de structure acide 

2, 5-D-anhydro-mannonic en soumettant les produits mucopo- 
lysaccharidiques h 1* action d'un agent d'oxydation choisi 
parmi ceux utilises habituellement pour la transformation 
des groupes aldehyde en groupes acide. 

15. Medicamente, caracterises par le fait qu'ils 
comprennent une quantite efficace d'au moins une composi- 
tion selon l*une quelconque des revendications la .3 en 
association avec un vehicule pharmaceutique. 
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Chemical Abstracts, vol. 85, no. 13, publie 
le 27 septembre 1976, (Columbus, Ohio, 
US), J. A. Cifonelli: "Nitrous acid depo- 
lymerization of glycosaminoglycans" voir 
page 239, l'abrege no.. 89445z, Methods 
Carbohydr. Chem. 1976, vol. 7, pages 
139-141 
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Biochemistry, vol. 15, no. 18,. publie le 
7 septembre 1976 (US), J.E. Shively et 
al.: "Formation of Anhydrosugars in the 
chemical depolymerization of Heparin", 
pages 3932-3950, voir, page 3935, figure 


1-14 




Chemical Abstracts, vol. 91 , no. 11, publie 
le 10 septembre 1979 (Columbus, Ohio, 
US), U. Lindahl et al . : "Structure of 
antithrombin-binding site in heparin", 
voir page 292, l'abrege no. 85818z, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1979, vol. 79 
no. 7, pages 3198-3202 
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US, A, 3766167, publie le 16 octobre 1973 

voir PYPTnplP Pt. r»PVPiirtirahinn J S . R . 


1-15 
./. 



* Categories *p**ciales de documents cites: >» 

< A » document defintssant I'etat general de la technique 

e E > document anlerleur; mais pubfie e la date de depot Interna- 
tional ou apres carte date 

« L > document cite pour raison special* autre que ceiles qui sottt 
mentionnees dans tes autres categories 

« O » document se refer ant i une divulgation oral*, a un usage, a 
una exposition ou to us autres mo yens 



« P » document public event la date de depot international mais 
a la date de priorite revendiquee ou apres eclle-ct 

«T » document uitexieur publie a U date de dep6t international ou 
a la date de prtontt. ou apres, et n'aopanenant pas a Tetat 
de la technique pertinent, mais die pour comorendre le 
prmcjp* ou la meorie constituent la base de ^invention 

<X> document partfculierement pertinent 



IV. CERTIFICATION 
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Demande Internationale N* PCT/FR 81/00041 



SUITE OES REN5EIGNEMENTS INDIOUES SUR LA DEUXIEME FEUILLE 



Lasker et al. 

EP, A, 0 014 184, publie le. 6 aout 1980 
voir exemple 1; page 7, exemple B; 
revendications, Lindahl U.P.F et al, 

FR, A, 2440376, publie le 30 mai I960 
Choay 
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V OBSERVATIONS LORSOUML A BTfi EST! ME QUE CERTAIN ES REVENDICATIONS NE POUVAIENT PAS FA1RE 
* L'OB JET O'UNE RECHERCHE » 

Selon rartlcle a) certaines revendications n'ont pas fait i'oblst d'une recherche pour les motifs suivants: 

numeros se rapportent a un obfet a I'eoard duquei la' presents administration n'a pa* I'obRgation de pro- 



1. 1"! Les revendications 
*— 1 cedar a la recherch 



recherche, 11 a savolr: 



2. Q Les revendications numdros se rapportent a des parties dels demande Internationale qui no remptissent pas les conditions 

presents* dans une mesure telle qu'une recherche significative ne petit etre effectuee, 18 precisement: 



VI. OBSERVATIONS LORSOUML Y A ABSENCE D'UNITE DE L'INVENTtON " 



L'ad ministration charges de la recherche Internationale a trouve plusieurs InvertUons dans la present* demande Internationale, c'ast-4-dJre: 



1. Q Conune toutes las taxes addltianneOes demandees ont et* payees dans les dtlals, ta present rapport de recherche Internationale 
couvre toutes les revendications de la demande Internationale pouvant fairs fobjet d'une recherche. 



2. Q Comma teuiement une das paitle taxes addition nalles demandee* ont eti payees dans les deists, le present rapport 
Internationale couvre saulement cedes des revendications da la demande pour lesquellct les taxes ont ate payees, c 1 



de recherche 
payees, c*est-a-dlre les 



revendications: 



3. Q AuetMietaza addttlonnella demand e* n'a it* payee dans les delate par le deposant. En consequence, le present rapport de recherche 
Internationale est limit* a Itnventlon menuonn** en premier dans les revendf cations; alia est couverte par les revendications 
numeros: 



Remarque quint k la reserve 
Q Les taxes additionneNes de recherche etaient aecompaonees d'une reserve du desosant, 
f~] Awcune reserve n'a ete talte lors du paiement das taxes additlenneUes de recherche. 



FormuWre PCTflSAfflO (leullle supptementarre 2}) (Octobre 1977) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
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According to International Patent Classification (IPC) or to both National Classification and IPC 

Int.CI. 3 C 08 B 37/10; A 61 K 31/725 
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Minimum Documentation Searched * 



Classification System 


Classification Symbols 


Int.Cl. 3 
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Citation of Document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages " 



| Relevant to Claim No." 



Chemical Abstracts, vol. 85, no. 13, published on 27 September 1976, 
(Columbus, Ohio, US), J A. Cifonefli: "Nitrous acid 
depolymerization of glycosaminoglycans" see page 239 , 
abstract no. 89445z, Methods Carbohydr. Chem. 1976, 
vol.7, pages 139 -141 

Biochemistry, vol. 15, no. 18, published on 7 September 1976 (US), 
JJE. Shivery et at: "Formation of Anhydrosugars in the 
chemical depolymerization of Heparin", pages 3932 - 3950, 
see page 3935, figure 

Chemical Abstracts, vol. 91, no. 11, published on ID September 1979 
(Columbus, Ohio, US), U. Lindahl et al.: "Structure of 
Antithrombin-binding site in heparin", see page 292, abstract 
no. 858 18z, ProcNatl. AcatLScL USA 1979, vol.79 no. 7, 
pages 3198-3202 
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and claims, SJS. Lasker et aL 
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A, 2440376, published on 30 May 1980, Choay 
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T* later document published on or after the International filing 
date or priority date and not In conflict with the application, 
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"X" document ol particular relevance 
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